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© In Pflanzen wirksames Resistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung. 

Das aus den. Genonn von Streptomyces vihdochronnogenes DSM 40736 isolierte Phosphinothricin (PTC)- 
Res-stenzgen w,rd - nach Anpassung an den Codongebrauch in Pflanzen -synthetisiert und in Gens"rukturen 
eingebaut. dte nach Expression in Pflanzen diese resistent gegen PTC machen. ^ensrrukturen 
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In Pflanzen wirksames Resistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung 

In der deutschen Patentanmeldung P 36 28 747.4 ist ein Resistenzgen gegen Phosphinothricin (PTC) 
vorgeschlagen, das aus der Gesamt-DNA von auf Phosphinothricyl-alanylalanin {PTT)-Resistenz selektier- 
tenr^ Streptomyces vindochromogenes DSM 40736 (allgemeine Sammlung) bzw. DSM 4112 (Hinterlequna 
unter Budapester Vertrag) durch Schneiden mit BamHI. Klonieren eines 4.0 kb groiSen Fragments und 
Selektion auf PTT-Resistenz erhaltlich ist. sowie die Verwendung dieses Gens zur Herstellunq PTC- 
resrstenter Pflanzen, als PTT-Resistenz-Marker in Bakterien und als PTC-Resistenz-iy^arker in Pflanzenzel- 
en. Das 4 kb grofle BamHI-Fragment. auf dem das Resistengen liegt. ist durch eine Restriktionskarte (Figur 
1 ) naher definiert. " 

Durch Klonieren von Teilbereichen dieses 4 kb-Fragmentes wurde die Lage des Codlerbereichs naher 
eingegrenzt. Hierbei zeigte sich. dafl das Resistenzgen auf dem 1.6 kb Sstll-Sstl-Fragment (Positionen 0 55 
bis 2.15 in Fig. 1 der Hauptanmeldung) liegt. Durch Verdauung mit Bglll wird ein 0.8 kb grofles Fragment 
gewonnen, das nach Einbau in ein Plasmid und Transformation von S. lividans PTT-Resistenz vermittelt 
Diese Resistenz ist durch die N-Acetylierung von PTC bedingt. Das Resistenzgen codiert somit fCir eine 
Acetyltransferase. 

In der Zusatzanmeldung P 36 42 829.9 ist die DNA-Sequenz des vorstehend genannten 0 8 kb- 
Fragments w.edergegeben. Aus der Sequenz laCt sich das Startcodon und der offene Leseraster der 
Qensequenz bestimmen. Das letzte Nucleotid ist Teil des Stop-Codons TGA. 

Gene aus Streptomyceten besitzen mit einem Verhaltnis Adenin (A^ + Thymin (T) • Guanin (G) + 
Cytosm (C) von ca. 30 % : 70 % einen sehr hohen Anteil an G + C. Der GC-Anteil von Pflanzengenen lieqt 
mit ca. 50 % weitaus niedriger. Aus diesem Grunde wurde in weiterer Ausgestaltung des Erfindungsgedan- 
kens die DNA-Sequenz des Resistenzgens durch Neusynthese auf e.nen fur die pflanzliche RNA-Polvme- 
rase II gunstigen Codongebrauch optimiert. 

Die Erfinding betrifft eine l\<1odifikation des Resistenzgens. das in der deutschen Patentanmeldung P 36 
28 747.4 und der Zusatzanmeldung P 36 42 829.9 vorgeschlagen ist. namlich eine Anpassung an den 
Codongebrauch m Pflanzen. Die entsprechende Aminosauresequenz ist im Anhang wiedergegeben Weitere 
Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Patentanspruchen definiert Oder werden im folgenden eriautert 

Der genetische Code ist bekanntlich entartet. d.h. da/3 nur fur 2 AminosSuren ein einziges Triplett 
codiert. wahrend den restlichen 18 genetisch codierbaren Aminosauren 2 bis 6 Tripletts zugeordnet sind 
Fur die Synthese des Gens steht somit theoretisch eine grofie Vielfalt von Codonkombinationen zur 
Auswahl. Da der genannte relative Anteil der einzelnen Nukleotide an der Gesamt-DNA-Sequenz von Einflufl 
ist. wurde er als eines der Kriterien bei der Sequenzoptimierung zugruride gelegt. 

Folgende Anderungen an dem sequenzierten Gen wurden durchgefuhrt: 

1. Das Streptomycetengen-Startcodon GTG (Position 258-260 in der Sequenz der Zusatzanmeldunq) 
wurde gegen das von der pflanzlichen RNA Polymerase II benutzte Startcodon ATG ausgetauscht 

2. Innerhalb des Gens wurden die Streptomycetengencodons so verandert. dafi in Pflanzenqenen 
geeignete Codons daraus resultierten (G/C-Verhaltnis). 

3. Zur Beendigung des Translationsvorgangs wurde an das Ende der Sequenz das TGA-StODCodon 

gesetzt. 

4. Anfang und Ende der Gensequenz wurden mit uberhangenden Enden von Restriktionsstellen 
versehen^um das Gen amplifizieren und zwischen pflanzliche Regulationssequenzen ligieren zu konnen 

5. Palindromische Sequenzen wurden auf ein Mindestma/3 reduziert 

Die erfindungsgemafle DNA-Sequenz I (mit der entsprechenden Aminosauresequenz) ist im Anhanq 

Wiedergegeben. ^ 

Drei interne singulare Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Xbal (Position 152), BamHI (3i2) und 
Xmal (436) ermoglichen die Subklonierung von Teilsequenzen. die in gut untersuchte Klonierungsvektoren 
wie etwa pUCia oder pUCl9, eingebaut werden konnen. Zusatzlich wurden innerhalb des Gens eine Reihe 
von weiteren singularen Erkennungssequenzen fCir Restricktionsenzyme eingebaut, die einerseits einen 
Zugang zu Teilsequenzen der Acetyltransferase schaffen und andererseits die Durchfuhrung von Variatio- 
nen eriauben: ^ 
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R striktionsenzym 



BspMII 


11 


SacII 


64 


EcoRV 


74 


Hpal 


80 


Aatll 


99 


BstXZ 


139 


Apal 


232 


Seal 


272 


Avrll 


308 


Aflll 


336 


StuI 


385 


BssHII 


449 


Fokl 


487 


Bgll 


536 


Bglll 


550 



Schnitt nach Nucl otid-Nr, 
(codierend r Strang) 



Der Aufbau der Teilsequenzen durch chemische Synthese und enzymatische Ligationsreaktion erfolgTin 
an sich bekannter Weise (EP-A 0 133 282, 0 136 472. 0 155 590. 0 161 504, 0 163 249. 0 171 024 0 173 
149 Oder 0 177 827). Details wie Restriktionsanalysen, Ligation von ONA-Fragmenten und Transformation 
von Plasmiden in E, coli sind ausfOhrlich im Lehrbuch von Maniatis (Molecular Cloning. Maniatis et al Cold 
Spring Harbor, 1982) beschrieben. 

Die so kloniert© Gensequenz wird dann unter der Kontrolle pflanzlicher Regulationssignale in Pflanzen 
emgefuhrt und zur Expression gebracht. Die EP-A 0 122 791 gibt eine Ubersicht uber bekannte Methoden 
Man erhalt so PTC-resistente Pflanzenzellen (d.h. man hat ein Selektionsmerkmal fur transformierte Zellen)' 
Pflanzen bzw. Pflanzenteile und Samen. ;• 

In den folgenden Beispielen werden einige Ausgestaltungen der Erfindung im einzelnen eriautert 
Prozentangaben beziehen sich hierbei auf das Gewicht. wenn nichts anderes angegeben ist. 
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40 Beispiele 

Die folgenden Medien wurden eingesetzt: 

a) fur Bakterien: 

YT-Medium: 0.5 % Hefe-Extrakt. 0,8 % Bacto Trypton, 0,5 % NaCI 
45 LB-Medium: 0.5 % Hefe-Extrakt. 1 % Bacto Trypton, 1 % NaCI 
als Festnnediunn: jeweils Zugabe von 1,5 % Agar 

b) fur Pflanzen: 

M + S-Medium: Siehe Murashige und Skoog. Physiologica Plantarum 15 (1962) 473 
2MS-Medium: M + S-Medium mit 2 % Saccharose 
50 '^SClO-Medium: M + S-Medium nnit 2 % Saccharose. 500 mg/l Cefotaxim, 0.1 mg/l Naphthylessigsaure 
(NAA). 1 mg/t Benzylanninopurin (BAP). 100 mg/l Kanamycin 

MSCl5-Medium: M + S-Medium mit 2 % Saccharose. 500 mg/l Cefotaxim, 100 mg/l Kanamycin 
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1. Chemische Synthese eines einzelstrangigen Oligonukleotids 

ubngen folgt die Synthese den (aus den auf Seite 4, Zeile 3 - 4 genannten EP-A) bekannten Meth^^^^^^ 

2. Enzymatische Verknupfung der einzelstrangigen Oligonukleotide zu dem Genfragment II 

5 Zur Phosphoryllerung der Oligonukleotide am S'-Terminus wurde je 1 nmol der Olioonukleot.riP i.h 

ic m.t 5 nmol Adenosintriphosphat und 4 Einheiten T4-Polynukleotid.Kinase . 20 So'^M ^^s HC P.-er 
?nlm H H ^° Dith,othreitol (DTT) 30 Minuten be, 37'C te^ncei. "n" 

?NA Ra^lpn^r. .t"^''^' desaktiviert. Die O-.gon.Kleot.de lla Jo " " m 

DNA-Fragn.ent II d.e "uberhangende" Sequenz bilden. werden nicht phosphoryliert Dies verhmdert hPi^'!^ 
nachfolgenden Ligation die Ausbild.ng gro/Jerer Subfragmente als sie dem DNlRagmentTemspTeche^ 
Die Oligonukleotide II (a-d) werden wie folgt zum Subfraqment II liaiert- Ip i rn^ -< " e^tsprechen. 

rrisHCI (pH 7,6) 20 mM Magnesiumchlond. 25 mM Kaliumchlorid und iQ n^M nr- -p.^-, - 
Annealing" der Oligonukleotide gema/3 DNA-Fragment II wird die Losung der' OHaonuki-.--^-". 
auf 95°C erhitzt und dann langsam (2-3 Stunden) auf 20»r ^hn^urn-^ y J.igonuk..o..,ao 2 ./i.nuten 
setzt mann dann 2 ul 0., M d/t. 8 ul'2,5 m^Ad nos tr p.osphXH 7^ ^ lT'^!:^ 
Units) zu und inkubiert 16 Stunden bei 22'C. T4-0NA-L,gase (2000 

Die Reinigung des Genfragments II erfolgt durch Gelelektrophorese auf einem 10 =/ in^n Pm. , 
ge. (ohne Harnstoffzusatz. 20 . 40 cm. , mm Dicke). wobei als Markersub taTz Sx ^7^ D^aX BRrof 
schnitten mit Hinfl. oder pBR322. geschnitten mit Haelll. diente. ^ 

Die Herstellung der Genfragmente I. Ill und IV erfolgt analog, wobei aber die "Chorhs^o w » 

3. Herstellung von Hybridplasmiden, die die Genfragmente I. II. Ill und IV enthalten. 

a) Einbau des Genfragmentes I in pUCl8 

Das handelsublfche Plasmid pUCl8 wird in bekanntPr w*^ic:o rr>;f d * . 
und Xbal nach den Angaben der Hersteller ge'rne Der vTdarngsansa; wd^r^ 
Agarosegel durch Elektrophorese ,n bekannter We.se aufgetrenn, un^dle 8 u^hsTGrk. h T.V 
Ethidiumbromid sich.bar gemacht. Die Plasmidbande ,ca 2.6 kb) "frd ansclefi^^^^^^^^ . 
herausgeschnitten und durch Elektroelution von der Agarose abgetrenn7 ^"''"'"'^"^ "^"^ Agarosegel 

16'C ir^ert""*'- '° "9 ONA-Fragments I uber Nacht bei 

b) Einbau des Genfragmentes II in pUClS. 

Analog zu a) wird pUCiS mit XBal und BamHI aufgeschnitten und mit dem Genfraom^nt .1 h.. 
w,e ,n Beispiel 2 beschrieben an den uberhangenden Enden phosphoryliert wurde Se'' ' 

c) Einbau des Genfragmentes III in pUCl8 

Analog zu a) wird pUCl8 m.t BamHI und Xmalll aufgeschnitten und mit dem Genfragment III ligiert. 
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d) Einbau des Genfragmentes IV in pUC 18 

Analog zu a) wird pUCl8 mit Xmalll und Sail geschnitten und mit dem Genfragment IV ligiert. 

5 

4. Aufbau des kompJetten Gens und Klonierung in einem pUC-Plasmid 
a) Transformation und Ampliflkatlon der Genfragmente I - IV 

° H t'V^ e;;haltenen Hybridplasmide werden in E coli transformiert. Hierzu wird der Stamm E coli K 12 
nvbr^ni! "h ' To ""^^ '° Calciumchloridlosung kompetent gemach, und mit deTsushS^nVel 
Hybrdplasm,ds m 10 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,5). der 70 mM an Calciumchlorid ist versetS d! 
transform.erten Stamme werden wie Ciblich unter Ausnutzung der durch das Plasmid vermittelten AmibiSi- 
kares.stenzen bzw. -empfmdiichkeiten selektioniert und die Hybridvektoren amplifiziert Nach Abtdten der 

' ^^V^'Tf^^'T''^'^'"''''' ursprCinglich eingesetzten Restriktionsenzymin aufo 

schn.tten und die Genfragmente I. II. Ill und IV durch Gelelektrophorese isoliert. 

b) Verknupfung der Genfragmente I. II. Ill und IV zum Gesamtgen 

Die durch Amplifikation erhaltenen Subfragmente I und II werden wie folgt verknupft Je 100 no der 
ITT ' '"^ " -"-ammen in 10 ul Puffer, enthaltend 50 mf^ Tris-Ha (pH 7 6) 20 

mM Magnes.umchlond und 10 mM DTT, gelost und diese Losung wird 5 Minuten auf 57-C erhitzt 
Nachdem d.e Losing auf Raumtemperatur abgekuhit ist. gibt man 1 ul ,0 mM Adenosintriphosphat tpH 7) 
sow,e 1 Ul T4-DNA-Ligase (400 Units) zu und inkubiert 16 Stunden bei Raumtemperatur. Nach N^ch 
schneiden m.t den Restricktionsenzymen Sal! und BamHI wird das gewunschte sVl bo pT^nm^n 
(Nokleotlde 1-312, Sall-BamH.) durch Gelelektrophorese auf einem 8 %Z pJya^ylf^dgeTgererqT " 

ofeichl f Z RestriktiLseLTm Sem dieT 

In gleicher Weise werden die Genfragmente III und IV mitelnander verknupft. wobei man nach der 
Remigung e,n 246 bp-Fragment (Nukleotide 313-558. BamHI-Sall) erhMlt. Als Marker bei der Geilektto 
phorese w.rd pBR322. geschnitten mit dem Restriktionsenzym Mspl. verwendet t.elelektro- 
P4s^fn P ^"'''^'i '^^^°^^^'"»9ens (DNA-Sequenz I) werden 15 ng des 312 bp-Fragmentes und 12'ng des 
laTZZlZTZl " H ^9 ^'^smids pUClS. das zuvor mit dem Restriktionsenzym 

Sail aufgeschnitten und an den Enden enzymatisch dephosphoryliert wurde, wie oben beschrieben ligiert 
Nach der Transformation und Amplifikation (wie in Beispiel 4a) beschrieben) wird durch Sall-Verdauunn rt^ 
richtige Klon mit dem 558 bp-Fragment gemafl der DNA-Sequenz I identlfiziert. Verdauung der 

5. Transformation der Hybridplasmide 

Kompetente E c^lj-Zellen werden mit 0,1 bis 1 ag des Hybridplasmids. das die DNA-Sequenz I enthalt 
ransformiert und auf Ampicillin enthaltenden Agarplatten plattiert. Anschlieflend lassen sich Klone drd e 
a X " " DNA-Schnellaufarbeitung identifizieren (Maniatls 

6. Fusion des synthetisierten Gens an Regulationssignale, die in Pflanzen erkannt werden. 

^°f^.T ^^^Z?"^^" ""^ Sall-Schnittstellen versehene optimierte Resistenzgen wurde in die Sall- 
Schnittstene der Polylinkersequenz des P.asmides pDH51 (Pietrzak et al.. Nuclefc Acids Res. 14 (isle) 
5857) hgiert. Au diesem Plasmid sind Promoter und Terminator des 35S-Transkripts aus Cauli flowe 
Mosaic Virus lokalisiert. die vom pflanzlichen Transkriptionsapparat erkannt werden ^au.mower 

Durch die Ligation des Resistenzgens wurde dieses hinter dem Promoter und'vor dem Terminator des 
35S-Transknpts '"senea Die korrekte Orientierung des Gens wurde durch Restriktionsanalysen bestS^t 

Der Promoter des ST-LSl-Gen aus Solanum tuberosum (Eckes et al., Mol. Gen. Genet. 205 (S i 4) 
wurde ebenfalls zur Expression des optimierten Acetyltransferase-Gens in Pflanzen verwendet. 
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7. Einschleusen des Resistenzgens mit den Regulationssequenzen in Agrobactenum tumefaciens 
a) Kointegrat-Methode 

Die gesamte Transkriptionseinheit aus Promoter, optimiertem Resistenzgen und Terminator (Beispiel 6) 
wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI ausgeschnitten und in die EcoRI-Schnittstelle des intermediaren 
E, coli-Vektors pMPKno ligiert (Peter Eckes. Dissertation, Univ. Kdin, 1985, S. 91 f.). Dieser intermediare 
Vektor war notig, urn das Resistenzgen mit seinen Regulationssequenzen in das Ti-PIasmid von Agrobacte- 
rium tumefaciens zu uberfuhren. Diese sogenannte Konjugation wurde nach dem von Van Haute et 
(EMBO J. 2 (1983) 411) beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. Dabei wurde das Gen mit seinen 
Regulationssignalen durch homologe Rekombination uber die im pMPKl 10- Vektor und im Ti-P(asmid 
pGV3850kanR (Jones et a(.. EMBO J. 4 (1985) 2411) enthaltenen Sequenzen des Standardvektors pBR322 
in das Ti-PIasmid integriert. 

Dazu wurden je 50 ul frische Flussigkulturen der E. coli-Stamme DHI (Wirtsstamm des pMPKllO- 
Derivates) und GJ23 (Van Haute et al. Nucleic Acids Res. 14 (1986) 5857) auf einer trockenen YT- 
Agarplatfe vermischt und fur eine Stunde bei 37''C inkubiert. Die Bakterien wurden in 3 mi lO MgSQ. 
resuspendiert und auf Antibiotika-Agarplatten ausplattiert (Spectinomycin 50 ug-ml: Seiektion auf r-MPKi iQ- 
Tetracyctin 10 ug/ml: Selektion auf R64drd1l; Kanamycin 50 ug.mk Seiektion auf pGJ28). Die aui -en 
selektiven Agarplatten wachsenden Bakterien enthielten die drei Plasmide und wurden fur oie Kon/uga?!o. 
mit Agrobacterium tumefaciens in YT-Russigmedium bei 37-C vermehrt. Die Agrobaktenen wurden :n LB- 
Medium bei 28''C kultiviert. Je 50 ul Bakteriensuspension wurden auf einer trockenen YT-Agarplatte verni- 
scht und fur 12 bis 16 Stunden bei 28^0 inkubiert. Die Bakterien wurden m 3 ml lO mM^M-SC 
resuspendiert und auf Antibiotikaplatten ausplattiert (Erytfiromyctn 0.05 g.i. Chioramphen-co, 'j 0;'5 ' 
Selektion auf den Agrobakterienstamm; Streptomycin 0.3 g.-l und Spectinomycin 0.1 g\: S^ieKtior^ Jr n:e 
Integration des pMPKIIO in das Ti-PIasmid). Auf diesen selektiven Platten konnen nur Agrobaktenen 
wachsen, bei denen das pMPKl lO-Derivat durch eine homologe Rekombination .n das bakterielle Ti- 
PIasmid integriert ist. 

Auf dem Ti-PIasmid pGV3850kanR war nun neben dem schon vorher vorhandenen, in Pflanzen 
wtrksamen Resistenzgen gegen das Antibiotikum Kanamycin auch das Resistenzgen gegen PTC lokalisiert 
Bevor diese Agrobakterienklone fur die Transformation eingesetzt warden, wurde durch ein "Southern-Blot"- 
Experiment uberpruft. ob die gewunschte Integration erfolgt war. 



b) Binare Vektor-Methode 

Es wurde das binare Vektrosystem, das von Koncz et al. (Mol. Gen. Genet. 204 (1986) 383) be- 
schneben worden war. verwendet. Der von Koncz et al. (PNAS 84 (1987) 131) beschriebene Vektor 
PPCV701 wurde folgenderma/3en verandert: Mit den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll wurde ein 
Fragment, auf dem u.a. die Promotoren TRI und TR2 lokalisiert sind. aus dem Vektor entfemt Das 
resultierende Plasmid wurde rezirkularisiert. In die vorhandene EcoRI-Schnittstelle auf diesem Vektor wurde 
em ca, 800 Basenpaare tanges Fragment aus dem Vektor pDH51 inseriert. auf dem Promoter und 
Terminator des 35S-Transkriptes aus Cauliflower Mosaic Virus lagen (Pietrzak et al., Nucleic Acids Res 14 
(1986) 5858). Das resultierende Pfasmid pPCVSOl hatte zwischen 35S-Promotor und -Terminator eine 
singulare Sall-Schnittstelle. In diese Schnittstelle wurde das optimierte PTC-Resistenzgen inseriert. Seine 
Expression stand nun unter der Kontrolle der 35S-Transkript-Regulationssequenzen 

Dieses Plasmid (pPCV80lAc) wurde in den E, coli-Stamm SM10 transformiert (Simon et al 
Bio/Technology l (1983). 784). Zur Uberfuhrung des Plasmids pPCVSOlAc nach Agrobactenum tumefa- 
ciens wurden je 50 ul der SMIO-Kuftur und einer C58-Agrobakterienkultur (GV3101. Van Larebeke et al 
Nature 252 (1974) 169) mit dem Ti-Plasmid pMP90RK (Koncz et al.. Mol. Gen. Genet. 204 (1986) 383) als 
Helferplasmid auf einer trockenen YT-Agarplatte vermischt und fur ca. 16 Stunden bei 28'C inkubiert Die 
Bakterien wurden anschlie/3end in 3 ml 1 mM MgSO. resuspendiert und auf Antibiotikaplatten ausplattiert 
(Rifampicin 0,1 g/t: Selektion auf GV3101. Kanamycin 0.025 g^l: Selektion auf pMP90RK, Carbenicillin 0 1 
g/i: Selektion auf pPCVSOlAc). Auf diesen Platten konnen nur Agrobaktenen wachsen. die beide Plasmide 
(PMP90RK und pPCVSOlAc) enthalten. Bevor diese Agrobaktenen fur die Pflanzentransformation eingesetzt 
wurden. wurde durch '^Southem Blotting" uberpruft. da/J das Plasmid pPCV801Ac in seiner korrekten Form 
in den Agrobaktenen vorhanden ist. 
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8. Transformation von Nicotiana tabacum durch Aqrobacterlum tumefaciens 

TabaM,anzl:u"e^tr?;en''"''" ^"^'^ "'"^'^ ^-sforr^ationsmathode in 

5 Die Agrobakterien wurden in 30 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika bei 28°C unter 

standigem Schutte^n herangezogen (etwa 5 Tage). Dan warden die Bakterien durch eL zehnm^nuSqe 
Zentr,fugat,on be. 7000 rpm in einer Christ-Zentrifuge sedimentiert und einmal mit 20 T lO mM MgsS 
gewaschen Nach emer weiteren Zentrifugation warden die Bakterien in 20 ml 10 mM MgSO. TuspSert 
and m e.ne Petrischale uberfahrt. Fur die Blattscheiben-lnfektion warden Blatter von in sSa tar 
,0 Med-an. wachsenden Wisconsin 38-Tabakpflanzen verwendet. Alle Sterilkaltaren warden b^ 25 b s 27-cfn 
einem 16 Standen Licht/8 Standen Dankel-Rhythmas bei Weifllicht gehalten 

Tabakblatter warden abgeschnitten and die Blattoberflachen mit Sandpapier verwandet Nach d r 
Verwandang warden d.e Blatter in kleinere Stucke zerschnitten und in die BLerienkaltargetaucht Dann 

K zwe.tag,gen Infektion mit den Bakterien warden die BlattstOcke in flassigem Mfs" 

Med-arn gewaschen and auf MSClO-Agarplatten aberfuhrt. Transformierte Sprosse warden aaZnd der 
m.tubertragenen Resis.enz gegen das Antibiotikam Kanamycin selektioniert. 3 L 6 Wochen s^ HLen 
d.e ersten Sprosse s.chtbar. Einzelene Sprosse warden aaf MSCl5-Mediam in Glasdosen weiSrkal i'ert In 
den folgenden Wochen bildeten einige der abgeschnittenen Sprosse an der Schnittstelle Wu^zr 
'° r. PTC-haltigen Pflanzenmedien selektioniert werden 

P^Ln TTlTT'' "-^^-^"-'V^^ ("Northern Blotting") der traTsformierten 

Pflanzen wurde das Vorhandensein und die Expression des PTC-Resistenzgens nachgewiesen. 

25 9. Nachweise der PTC-Resistenz der transformierten Pflanzen 

mpnS'^!ln7''"'"?? der Fanktionalitat des Resistenzgens in transformierten Pflanzen warden Blattfrag- 
. o T'®""^' ""^ nichttransformierter Pflanzen auf M * S-Nahrmedien mit 110' M L PTC 

m p« ^^^9mente nichttransformierter Pflanzen starben ab. wahrend aas den Fragmenten transfor- 

30 mierter Pflanzen neae Sprosse regeneriert werden konnten. Transformierte Sprosse bewJrzel en and 
wuchsen ohne Problems aaf M . S-Nahrmedien mit 1.10 3 m L-PTC. Transformierte Pflanzen waS, aas 
stenlen Bedmgangen in Erde getopft und mit 2 kg/ha and 5 kg/ha PTC bespruhrt Wahrend nichttransfor 
ZT^JTV'^'l Herbizidbehandlung nicht Oberlebten. zeigten transformferte Pflanzen keine d^rrhTas 
Herbizid bew.rkten Schadigungen. Das Aassehen and Wuchsverhalten der besprahten transformierten 

35 Pflanzen war mindestens genaaso gat wie bei unbesprahten Kontrollpflanzen. ' 
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10. Acetyltransferase-Test zum Nachweis der PTC-Acetylierung in transgenen, PTC-resistenten Pflanzen 

T.hfknfilni"'^ Blattgewebe von transgenen. PTC-resistenten Tabakpflanzen bzw. von nichttransformierten 
Tabakpflanzen warden ,n einem Puffer, bestehend aus: 50 mM Tris/HCI pH 7,5: 2 mM EDTA- 0 1 ma/ml 
(^S^Thomogen^' DTT: 0.15 mg.ml PHenylmethy.salfonylfla'orid 

Nach anschlleflender Zentrifugation warden 20 ul des ktaren Uberstandes mit 1 ul 10 mM radioaktiv 
mark,enen D,L-PTC and 1 u, 100 mM Acetyl-CoA fur 20 Minuten bei 37'C inkubiert. Anschlieflend waSe 
d.e Reakt-onsmischung m,t 25 ul 12 % Trichloressigsaure versetzt and abzentrifagiert. Vom Uberstand 
warden 7 ul aaf erne Dannschichtchromatographie-Platte Gbertragen and in einem Gemisch aas Pyridin ■ n- 
A;^l!TpTr'"^!f"'^ "^"''^^ (50 : 75 : 15 : 60 Volumenteile) aafsteigend zweimal entwickelt. PTC and 
tV^n'U? warden so vonemander getrennt and konnten durch Autoradiographie nachgewiesen werden. 

T^ lTZr H ."'h ^"^^^^^^"9 des PTC zum Acetyl-PTC. wahrend transgene. 

resistente Pflanzen dazu in der Lage waren. oyoi.o. 
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Anspruche 



9.554)."""""''^" „ach An.p,uch gskennzeichne. dorch die ONA-S«,uenz , (Anhang, N„WooWposi«oo 

4. Vektor, gekennzeichnet durch das Resistenzgen nach Anspruch t oder 2 

5. Vektor. gekennzeichnet durch eine Genstruktur nach Anspruch 3 

6. Vektoren, gekennzeichnet durch eines Oder mehrere der Genfragmente I -IV 

7. W.rtszelle, gekennzeichnet durch einen Vektor nach Anspruch 4 5 oder 6 

8. P lanzenzelle, gekennzeichnet durch em Gen nach Anspruch i 2 oder 3 

in r^^^w"^^'^"/®"^ Q^Xennzeichnet durch ein Gen nach Anspruch i 2 oder 3 

Patentanspruche fur den folgenden Vertragsstaat ES: 

l!'"*""" ""^"'"^ ^l"" fssistenzgens gegen Phosphinolh„ci„ (PTC) aaai.rc-, ^,m^-,~,c' 
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